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1. 

2. 
3. 



Le present rapport est le rapport d'examen pr6limlnalre International, ^tabll par I'admlnistratton charg6e de Texamen 
pr§llnnlnaire International en vertu de Particle 35 et transmis au d§posant conform6ment h Particle 36. 

Ce RAPPORT comprend 1 1 feullles, y comprls fa prdsente feullie de couverture. 

Ce rapport est accompagn§ d'ANNEXES, qui comprennent : 

a. □ un total de (envoySes au d6posant et au Bureau international) feullles. d6flnles connme suit : 

□ les feullles de la description, des revendlcations ou des desslns qui ont 6X6 modlfi^es et qui servent de base 
au present rapport ou des feullles contenant des rectifications autoristes par la pr§sente administration (voir 



□ 



b.D 



la rdgle 70.16 et I'instruction administrative 607). 

des feullles qui remplacent des feullles pr6c6dentes. mals dont la pr6sente administration considers qu'elles 
conti^^nnent une modification qui va au-dela de I'expos^ de I'invention qui figure dans la demande 
Internationale telle qu'elie a 616 ddpos^e, comme li est indiqud au point 4 du cadre n"* I et dans le cadre 
suppldmentaire. 

(envoy4es au Bureau intemationai seulement) un total de (pr6clser le type et le nombre de support(s) 
6lectronlque(s)) , qui contiennent un listage de la ou des sequences ou un ou des tableaux y relatifs, d§pos6s 
sous forme d6chlffrable par ordinateur seulement, comme II est Indiqu6 dans le cadre suppl6mentaire relatif au 
listage de la ou des sequences (voir I'instruction administrative 802). 



4. Le present rapport contient des Indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants : 

Base de I'opinion 

Priority 

Absence de fomnulation d'opinion quant k la nouveaut§, I'actlvlt^ inventive et ia 
possibility d'application industrielle 

Absence d*unlt§ de I'invention 

Declaration motiv^e selon.l'artlde 35(2) quant h la nouveaute, l'activit§ inventive et la 
possibility d'application industrielle; citations et explications k I'appui de cette declaration 
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Case No, I Base du rapport 



1 . En ce qui concerne la langue, le present rapport est etabli sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a 6X6 d^posSe, sauf indication contraire donn^e sous ce point. 

□ Le present rapport est dtabli sur la base de traductions r^alis^es k partir de la langue d'origine dans la 
langue suivante ,qut est la langue d'une traduction remise aux fins de : 

□ la recherclie Internationale (selon les regies 12.3 at 23.1 .b)) 

□ la publication de la demande Internationale (selon la r&gle 12.4) 

□ I'examen pr^liminaire international (selon la rdgle 55.2 ou 55.3) 

2. En ce qui concerne les elements* de la demande Internationale, le present rapport est Stabli sur la base des 
6l6ments suivants [les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises k I'office rScepteur en reponse d une 
invitation faite confonmSment k I'article 14 sont consid6r6es dans le present rapport comme "initialement 
dSpos^es" et ne sont pas Jolntes en annexe au rapport.) : 



Description, Pages 

1 -79 telles qu'initialement d6pos6es 

la partle de la description r?8erv?e au listage des s?quences. Pages 

1-14 telles qu'lnitialement d^postes 

Revendlcatlons, No. 

1 -37 telles qu'lnitialement d^pos6es 
Desslnsy Feuilles 

1/12-12^2 telles qu'lnitialement d^pos^es 



IS En ce qui conceme un listage de la ou des sequences ou un ou des tableaux y relatifs, voir le cadre 
supplSmentaire relatif au listage de la ou des s^uences. 

3. □ Les modifications ont entrain^ I'annulation : 

□ de la description, pages 

□ des revendications, nos 

□ des dessins, feuillesyfig. 

□ du listage de la ou des sequences (prSciser) : 

□ d'un ou de tous les tableaux relatifs au listage de la ou des sequences (pr6ciser) : 

4. □ Le pr6sent rapport a 6X6 6tabli abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te consid§r6es 
comme allant au-del^ de I'expose de I'invention tel qu'il a 6X6 d6pos6, comme il est indiqud dans le cadre 
suppl^mentaire (rfegle 70.2.C)). 

□ de la description, pages 

□ des revendications, nos 

□ des dessins, feuiltesyfig. 

□ du listage de la ou des sequences (pr6ciser) : 

□ d*un ou de tous les tableaux relatifs au listage de la ou des sequences (pr4clser) : 

* si le caa viaS au point 4 a 'applique, certaines ou toutea ces feuilles peuvent 
Stre revStuea de la mention "remplacS" , 
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Case No. Ill Absence de formulation d'opfnion quant h la nouveautd, i'activitd inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

1 . La question de savoir si i'objet de invention revendiquee semble 3tre nouveau, impliquer une activity inventive 
(ne pas §tre Evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas et§ examinee pour ce qui concerne : 

□ I'ensemble de la demande internationale, 

IS les revendication nos 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables); 5,6,36,37 (completement) 
parce que : 

□ la demande Internationale, ou les revendications nos en question, se rapportent k I'objet suivant, k regard 
duquel Tadministratlon charg6e de I'examen pr6liminaire international n'est pas tenue d'effectuer un 
examen prellminaire International (pr4ciser) : 

IS la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles 6l6ments ci-dessous), ou les 

revendications 1 1-28,35 (partiellement, pour autant qu'applicables); 29-34 (completement) en question ne 
sont pas clairs, de sorte qu'il n*est pas possible de formuler une opinion valable (prSciser) : 

voir feuille separde 

M les revendications, ou les revendications nos 1 1-28,35 (partiellement, pour autant qu'applicables); 29-34 
(completement) en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la description, de sorte qu'il n'est 
pas possible de formuler une opinion valable. 

IS il n'a pas 6te &ab\i de rapport de recherche Internationale pour les revendications nos 1-4,7-35 
(partiellement, pour autant qu'applicables); 5,6,36,37 (completement) en question. 

□ le listage de la ou des s^uences de nucleotides ou d'acldes amines n'est pas conforme k la norma prevue 
dans I'annexe C des instructions administratives car : 

le listage presente par ecrit □ n'a pas ete foumi 

□ n'est pas conforme k la norma 
le listage sous forme dechiffrable par ordinateur 

□ n'a pas ete foumi 

□ n'est pas conforme k la norme 

□ le ou les tableaux relatifs au listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines -lorsqu'ils sont sous 
forme dechiffrable par ordinateur seulement- ne sont pas conformes aux exigences techniques prevues 

. . dans I'anaexe Obis.des instructions administratives. ... 



□ Voir le cadre suppiementaire pour de plus amples details. 
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Case No. IV Absence d'unite de rinvention 

1 . IS En rdponse k rinvitation k limiter las revendications ou k payer des taxes additionnelles, le ddposant a : 

□ limits les revendications. 

□ pay6 des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 

El nl limitd les revendications ni pay6 des taxes additionnelles. 

2. □ Uadministration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'll n'est pas satisfait k Texigence 

d'unite d'invention et decide, conform§ment k la r^gle 68.1 , de ne pas inviter le d6posant a limiter les 
revendications ou k payer des taxes additionnelles. 

3. Uadministration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait k I'exigence d'unit§ de rinvention. 

S il n'est pas satisfait k I'exigence d'unite de invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuille separ6e 

4. En consequence, le present rapport a 616 6tabli k partir des parties suivantes de la demande Internationale : 

□ toutes les parties de la demande. 

IS les parties relatives aux revendications nos 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) . 



Cadre n"" V Ddciaration motivee selon l?article 35.2) quant a la nouveaute, l?activite Inventive et la 
possibillte d?appllcation industrielle; citations et explications k l?appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveautd 


Oui: 


Revendications 


26 




Non: 


Revendications 


1-4,7-25,27,28.35 


Activity inventive 


Oui: 


Revendications 


26 




Non: 


Revendications 


1-4,7-25,27,28,35 


Possibility d'application industrielle 


Oui: 


Revendications 


1-4,7-28,35 




Non: 


Revendications 





2. Citations et explications (r^gle 70.7) : 
voir feuille siparde 
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Cadre suppl6mentalre relatlff au listage de la ou des sequences 

Suite du cadre n"* I, point 2: 

1 . En ce qui conceme la ou les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demands 
intemationale, le cas echSant, le prdsent rapport a 6X6 etabll sur la base des ^ISments suivants : 

a. Nature de T^ldment : 

El un listage de la ou des sequences 

□ un ou des tableaux relatifs au listage de la ou des sequences 

b. Type de support ; 

IS sur papier sous fomne Scrite 

13 sur support diectronique sous forme dSchiffFable par ordinateur 

c. Moment du dSpdt ou de la remise : 

13 Gontenu(s) dans la demande Internationale telle que ddposSe 

El ddposd(s) avec la demande Internationale, sous fomrie ddchiffrable par ordinateur 

□ remis ultdrieurement a la prSsente administration aux fins de la recherche ou de I'examen 

□ re9u(s) par la presents administration sous forme d'une modification, le 

2. □ De plus, Idrsque plus d'une version ou d'une copie d'un listage des sequences ou d'un ou plusieurs 

tableaux y relatifs a 6X6 diposee, les declarations requises selon lesquelles les informations foumies 
ultdrieurement ou au titre de copies suppl^mentaires sont identiques ^ celles initialement fournies et ne 
vont pas au-del§i de la divulgation faite dans la demande Internationale telle que dSposee initialement, 
selon le cas, ont 6X6 remises. 

3. Obsen^ations compldmentaires, le cas ^chSant : 
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Concernant le point III. 

1 Revendications: 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables), 5,6,36,37 
(completement) (cf. point IV absence d'unlte d'Invention: invention 1): 

Precede de preparation de microorganismes 6volu6s pemnettant une nnodificatlon 
d'une vole de biosynth^se de methionine, microorganismes, g5nes et proteines 
obtenus par ce procSd^ et ieur utilisation dans un procSdS de biotransformation. 

2 Les revendications 1 1-35 prisentes ont trait k des produits definis en faisant 
reference a une caract^ristlque ou propri§t6 souiiaitable, k savoir le proc^de par 
lequel ils sont susceptibles d'etre obtenus et/ou qu'ii s'agit d'une enzyme k activite 
"m^tliionine synthiase modifiee". 

Les revendications couvrent tous les produits presentant cette caract^ristlque ou 
propriStd, alors que la demande ne fournit un fondement au sens de I'Article 6 
PCT et un expose au sens de TArtlcle 5 PCT que pour un nombre tres limite de 
tels produits. Dans le cas present, les revendications manquent de fondement et 
la demande manque d'expos6 k un point tel qu'une recherche significative sur tout 
le spectre couvert pas les revendications est impossible. Independamment des 
raisons 6voquees ci-dessus, les revendications manquent aussi de clartd (Art. 6 
PCT). En effet, on a cherchd k d^finir le produit au moyen du proc§d§ par lequel 
ils sont susceptibles d'dtre obtenus et/ou qu'il s'agit d'une enzyme k activity 
"methionine synthase modifiee". Ce manque de clart§ est de nouveau tel qu'une 
recherche significative sur tout le spectre couvert par les revendications est 
impossible. En consequence, la recherche n'a ete effectuee que pour les parties 
des revendications dont I'objet apparaTt §tre clair, fondS et suffisamment expose, 
k savoir les parties concernant la mutation E325A de la cystathionine-gamma- 
synthase (cf. ies revendications 25 et 26) et le clone K183 (cf. ia revendication 
12). 



Concernant le point IV. 

Les differents groupes d'inventions sont les suivants: 

1) revendications: 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 
Precede de preparation de microorganismes evolues permettant une modification d'une 
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voie de biosynthese de nnethionine, microorganismes, g§nes et prot§ines obtenus par 
ce precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

2) revendications: 1 -4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 

ProcedS de preparation de microorganismes evolues permettant une modification d'une 
voie de biosynthdse de cysteine, microorganismes, genes et prot^ines obtenus par ce 
precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

3) revendications: 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 

Precede de preparation de microorganismes Evolues permettant une modification d'une 
voie de biosynthese de threonine, microorganismes, genes et proteines obtenus par ce 
prec^dd et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

4) revendications: 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 

Prec6d6 de preparation de microorganismes Evolues permettant une modification d'une 
voie de biosynthdse de lysine, microorganismes, g^nes et prot§ines obtenus par ce 
precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

5) revendications: 1-4,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 

Precede de preparation de microorganismes 6volues permettant une modification d'une 
voie de biosynthese d'isoleucine, microorganismes, genes et proteines obtenus parce 
precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

6) revendications: 1 ,2,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 
Precede de preparation de microorganismes evolues permettant une modification des 
voies de biosynthese des acides nucieiques, microorganismes, genes et proteines 
obtenus par ce precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

7) revendications: 1 ,2,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 
Precede de preparation de microorganismes evolues permettant une modification des 
voies de biosynthese des lipides, microorganismes, gdnes et proteines obtenus par ce 
precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

8) revendications: 1 ,2,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables) 
Precede de preparation de microorganismes evolues permettant une modification des 

- voies de biosynthese des sucres, microorganismes, genes et proteines obtenus par ce 
precede et leur utilisation dans un precede de biotransformation. 

9) revendications: 1 ,2,7-35 (partiellement, pour autant qu'applicables); 5,6,36,37 
(cempletement) 

Precede de preparation de microorganismes evolues permettant une modification des 
voies metaboliques qui participent k la consommatien du NADPH, microorganismes, 
genes et proteines obtenus par ce precede et leur utilisation dans un procede de 
biotransformation. 
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lis ne sont pas lies entre eux de telle sorte qu'lls ne torment qu'un seul concept inventif 
general (r^gle 13.1 PCT), et ce pour les raisons sulvantes: 

Uart ant§rieur decrit des precedes de preparation de microorganismes evolues, 
permettant une modification des voies metaboliques (p.ex. la biosynthese des acides 
nucleiques, la blosynthdse de methionine), comprenant les trois Stapes decrites dans la 
revendication 1 . Le document WO02083892 (cf. les revendications 1-30) decrit un 
precede d'evolution artificielle in vivo de proteines, iedit precede permettant de faire 
6volue une protSine X (p.ex. une kinase) par complementation d'une proteine 
apparent6e Y. La proteine X mut6e presente une activite elargie par rapport k la 
proteine initiate (p.ex. les mutants D133E et R104Q de la dSsoxycytidine kinase (DCK) 
ont ete obtenus, chacune de ces mutations confSrant Tacquisition de TactivitS thymidine 
kinase par DCK). Le document XP0021 54849 (cf. le document en entier) decrit un 
precede de preparation de microorganismes ^voluds comprenant les trois Stapes 
dScrltes dans la revendication 1 . La hydantoinase mutSe presente une 
enantioselectivite inversee et peut etre utillsee dans un procede de production de L- 
m^thionine am6lior6. 

Au vu de Tart ant^rieur, le probleme de la presente demande est la mise k disposition 
d'autres proc6d4s de preparation de microorganismes evolues, permettant une 
modification des voies metaboliques alternative, comprenant les trois etapes decrites 
dans la revendication 1 . Les solutions 1 -9 au probleme se r^sument k la mise a 
disposition des proc^d^s de preparation de microorganismes evolues permettant une 
modification d'une vole metabolique concemant: 

1) la biosynthese de methionine; 

2) la biosynthese de cysteine; 

3) la biosynthese de threonine; 

4) la biosynthese de lysine; 

5) la biosynthese d'isoleuclne; 

6) la biosynthese des acides nucteiques; 

7) la biosynthese des lipides; 

8) la biosynthese des sucres; 

9) la consommation du NADPH. 

Etant donn6 que des precedes de preparation de microorganismes Evolues, permettant 
une modification des voies metaboliques, comprenant les trois etapes decrites dans la 
revendication 1 sont decrits dans Tart ant^rieur (cf. WO02083892 et XP0021 54849), 
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suite aux differences techniques essentielles existant entre les solutions, et compte 
tenu que nulle autre caracteristlque ne peut etre distlnguee qui eOt, au regard de I'art 
anterieur, pu etre consid6ree comme une caracteristlque technique speciale, I'opinion 
de la division de recherche est qu'il n'existe pas de concept inventif unique couvrant la 
pluralite des solutions proposees par la presente demande. Par voie de consequence, 
Tunite d'invention requise n'existe pas (R. 13.1 PCT) et les diverses inventions, 
n'appartenant pas a un concept inventif commun, sent formulSes comme des sujets 
diff6rents ainsi que notifi6s (Art. 17(3)(a) PCT). 



Concernant le point V. 

1 II est fait reference aux documents suivants dans la presente notification: 

D1 : WO 93/1 71 1 2 A (GENENCOR INT) 2 septembre 1 993 (1 993-09-02) 
D2: DUCHANGE N ET AL: "E.coli metB and metL (5' end) genes coding for 
cystathione gamma-synthase and aspartokinase ll-homoserine 
dehydrogenase II" EMBL, 13 juin 1985 (1985-06-13), XP002274156 
D3: KAWASHIMA T ET AL: "Cystathionine beta lyase / O-succinylhomoserine 
lyase" EMBL. 1 octobre2001 (2001-10-01), XP002274157 

2 NOUVEAUTE (Art. 33(2) PCT) - ACTIVITE INVENTIVE (Art. 33(3) PCT) 

2.1 Le document D1 decrit (cf. pages 1 , 2, 5 (point 5) et exemples 1 et 3) un precede 
de preparation de microorganismes (E. coli, C. glutamicum et B. flavum) evolues, 
permettant une modification de la voie de biosynthese de methionine, caracterisd 
en ce qu'il comprend les stapes: (a) obtention d'un microorganisme modifiS par 
modification genetique des cellules d'un microorganisme initial de manidre ^ 
inhiber la production d'un metabolite (homoserine) lorsque le microorganisme est 
cultive sur un milieu defini, affectant ainsi la capacite de croissance du 
microorganisme; (b) culture des microorganismes modifies precedemment 
obtenus sur ledit milieu definis pour le faire evoluer (milieu contenant du glucose, 
du hydrolysat de soja et des nutriants inorganiques, le co-substrat afin de 
permettre revolution etant methylmercaptan ou HgS); (c) selection des cellules de 
microorganismes modifies capables de se developper sur le milieu defini avec le 
co-substrat. Le precede comprend retape suppiementaire (a1) d'introduction d'au 
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moins un gene hetSrologue codant pour une protSine heterologue, ledit gene 
heterologue 6tant destinee k pennettre revolution d'une nouvelle voie metabolique 
prealable a I'etape (b), c'est-a-dire rintroduction des genes codant pour la 
cystathionlne-gamma-synthase et rO-acyl-L-homoserine sulfhydrolase. L'evolution 
des proteines permet de rennplacer la voie metabolique inhibee (homoserine) par 
une nouvelle voie metabolique (methionine). Par consequent, Tobjet des 
revendications 1-4 et 7-14 est anticipS par le document D1 . En outre, D1 
ddmontre un tel g^ne codant pour une telle proteine k activite "methionine 
synthase" modifiee choisie parmi les cystathionlne-gamma-synthases et les O- 
acyl-L-homoserine sulfhydrolases et I'utilisation d'un tel microorganisme ou d'une 
telle proteine dans un proc6d6 de biotransformation, c'est-a-dire la preparation de 
methionine. Par consequent, Tobjet des revendications 15-17 et 35 est anticipd 
par le document D1 . 

2.2 Les termes "modifi6(e)(s)", "modification(s)", "evolu§(e)(s)" et "correspondant" 
utilises dans les revendications sont vagues, indefinies et equivoques, et laissent 
un doute cjuant a la signification des caracteristiques techniques auxquelles ils 
referent et quant k la portee des revendications. Uobjet des revendications n'est 
done pas clairement defini (article 6 PCT), ayant des consequences sur la 
nouveaute des revendications. 

2.3 II ne semble pas que ('expression "K183" donne aucune caracteristique technique 
essentielle k la definition de la revendication 12. 

2.4 Les revendications 18-25, 27 et 28 ne contiennent pas de caracteristiques qui, 
combinees avec les caracteristiques d'une quelconque revendication a laquelle 
elles se referent, satisfont aux exigences du PCT en matidre de nouveaute et 
d'activite Inventive (Article 33 (2) et (3) PCT). Le document D2 (of. le document en 
entier) demontre une cystathionine-gamma-synthase "non modifiee" ayant 100% 
d'identite avec la sequence de cystathionine-gamma-synthase de E. coli K12 
representee sur la SEQ ID NO 6. Le document D3 (cf. le document en entier) 
demontre une enzyme "evoluee" ou "modifiee" comprenant la sequence d'acides 
amines suivante dans sa partie C-terminale, AASLGGVES, "conrespondant" aux 
residus 324 k 332 de la sequence de cystathionine-gamma-synthase de E.coli 
representee sur la SEQ ID NO 8. 

2.5 La combinaison des caracteristiques de la revendication 26 n'est pas comprise 
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dans r^tat de la technique et n'en decoule pas de manidre ^vidente, parce qu'il 
n'est pas Evident pour la personne du metier d'obtenir une cystathionine-gamma- 
synthase a activite "methionine synthase" comprenant la sequence d'acides 
amines representee sur la SEQ ID NO 8. 

2.6 La presente demande ne remplit pas les conditions enonc^es dans {'article 33(1) 
PCT, I'objet des revendlcations 1-4, 7-25, 27, 28 et 35 n'etant pas confomne au 
critere de nouveaute defini par I'Article 33(2) PCT et n'impliquant pas une activite 
inventive telle que definle par I'article 33(3) PCT. 
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